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Toxoplasma gondii 529 baz ¢ifti buylikligunde tekrar bolgesine (RE) 6zgii hizl
dongu aracili izotermal amplifikasyon testinin gelistirilmesi ve analitik
hassasiyetinin belirlenmesi

Development of toxoplasma gondii 529 base pair size repeat region (RE)

specific rapid loop mediated isothermal amplification test and determination of
analytical sensitivity
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0z
Amag: Toxoplasma gondii insan ve sicakkanli hayvanlarda hastaliklara neden olan bir protozoondur.
Bu calismanin amaci toksoplazmozis tanisi i¢in T. gondii tekrar boélgesine (RE) 6zgu primerlerin

tasarlanmasi ile gelistirilen floresans esasli hizli Déngl Aracili izotermal Amplifikasyon (LAMP) testinin
analitik hassasiyetini belirlemektir.

Gere¢ ve Yontem: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile elde edilen T. gondii RE, pCR2.1-TOPO
vektorine klonlanmistir. Spesifik primerler kullanilarak gelistirilen LAMP testinin analitik hassasiyeti
pCR2.1-RE vektorinln seri seyreltmeleri ile belirlenmisgtir.

Bulgular: T. gondii RE genine 6zgu tasarlanan primerler ile gelistirilen LAMP testinin analitik
hassasiyetinin <10 plazmit/reaksiyon oldugu tespit edilmistir.

Sonug¢: RE bdlgesi T. gondii geni icinde 200-300 kere tekrar ettiginden dolayi gelistirilen testin 0,05
takizoit/reaksiyon saptama limitine sahip oldugu hesaplanmistir. LAMP testinin kolay, ucuz, hizli ve
saha kosullarina uygun olmasi ve diger molekiler testlerden daha hassas olmasi nedeniyle umut
verici oldugu 6ngoérilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Klonlama, LAMP, PZR, T. gondii, RE bdlgesi.

ABSTRACT

Aim: Toxoplasma gondii is a protozoon that causes disease in humans and warm-blooded animals.
The aim of this study is to determine the analytical sensitivity of the fluorescence-based rapid loop
mediated isothermal amplification (LAMP) test developed by designing primers specific to T. gondii
repeat region (RE) for the diagnosis of toxoplasmosis.

Materials and Methods: T. gondii RE obtained with PCR was cloned into vector pCR2.1-TOPO. The
analytical sensitivity of the LAMP assay developed using specific primers was determined by serial
dilutions of the pCR2.1-RE vector.
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Results: It was determined that the analytical sensitivity of the LAMP test developed with primers
designed specific to T. gondii RE gene was 10 copy plasmid / reaction.

Conclusion: Since the RE region repeats 200-300 times in the T. gondii gene, the test developed has
been calculated to have a detection limit of 0.05 tachyzoites/reaction. The LAMP test is predicted to be
promising because it is easy, cheap, fast and suitable for field conditions and is more sensitive than

other molecular tests.

Keywords: Cloning, LAMP, PCR, T. gondii, RE region.

GiRiS
Toxoplasma gondii (T. gondi)) hayvanlar ve
insanlari enfekte edebilme 6zelligine sahip, tibbi
onemi ylksek zorunlu hiicre igi protozoon bir
parazittir (1, 2). insanlarda toksoplazmozis, doku
kistleri ile enfekte etlerin ¢ig veya iyi pisiriimeden
yenmesi ve ookistlerle kontamine olmus yiyecek
ya da igeceklerin tiketilmesiyle olusur. Konjenital
toksoplazmozis ise anneden fetiise takizoit
formunun gegisi ile olusmaktadir (3, 4).
insanlarda toksoplazmozis gérilme sikhigi tim
dinyada %10-90 arasinda degismektedir.
Toplumlar arasi seroprevalans farkhhklarinin
beslenme aligskanliklarina, toprak ve kedi digkisi
ile temasa ve kisisel hijyene baglh oldugunu
belirtiimektedir. Dlinyada 500 milyon insan T.
gondii ile enfektedir, Avrupa’da enfeksiyon
dogurgan yastaki kadinlarda %37 ila %58
arasinda degismektedir (5, 6).

Toksoplazmozis, gigld immun sisteme sahip
hastalarda genellikle asemptomatik seyrederken,
immun sistemi baskilanmis hastalarda yasami
tehdit eden bulgulara neden olabilmektedir.
Ayrica, konjenital toksoplazmozis fetluste 6lime
neden olacak klinik tablo olugturabilir. Konjenital
toksoplazmozis sirasinda enfeksiyonun
hamileligin hangi déneminde yakalandigina bagli
olarak fetal hastaliklarin siddetinin degisebilecegi
gosterilmigtir (7). Dogustan etkilenen bebeklerde
yuksek Olim oranina neden olmaktadir. T. gondii
ile dogum o&ncesi enfeksiyon insidansinin farkli
Ulkelerde 1000 dodumda 1 ila 10 arasinda
degistigi ve uveit vakalarinin yaklasik %10-
20'sinin bu parazitten kaynaklandigi tahmin
edilmektedir (8, 9).

Toksoplazmozis tanisi rutin olarak serumdaki
parazite 6zgl antikorlarin ELISA (Enzime bagli
immiinosorbent testi), IFA (Immun floresan testi)
gibi serolojik tekniklerle teshis edilmesi ile
yapilmaktadir. Konjenital toksoplazmozis,
toksoplazmik retinokoroidit, AIDS hastalarinin ve
organ nakli alicilarinin kesin tanisinda direkt tani
yontemleri, serolojik tanidan 6nde gelmektedir.
Direkt tani yéntemleri; in vivo/in vitro izolasyon,
histolojik tani ve PZR’dir. Bu yoéntemler etkenin
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kendisinin ya da DNA’sinin gosteriimesi igin
kullanilmaktadir. PZR  testi, duyarlilik /
O0zgulliginin ylksek olmasinin yaninda hizli,
kolay ve ucuz olmasi nedeniyle direkt tani
yontemleri arasinda en fazla tercih edilen
yontemdir (10).

Doéngu aracili izotermal amplifikasyon (LAMP),
enfeksiyonlari teshis etmede uygulanan nikleik
asit cogaltma testlerinin en vyenilerinden biridir
(11,12). LAMP; hizh olmasi, sabit sicaklikta
calismasi, ylksek hassasiyete sahip olmasi ve
kontaminasyon riskinin az olmasi gibi 6nemli
avantajlara sahiptir (13). Ayrica, LAMP teknigi
uygulanmasinda gelismis laboratuvar
ekipmanlarina ve deneyimli personele ihtiyag
yuksek degildir (11).

T. gondii tekrar bdlgesi (RE), 529 baz cifti (bg)
blyukligundedir ve genomda 200-300 kez tekrar
etmektedir. Duyarlilk ve &zgullugu oldukca
yuksek olup molekuler teshiste yaygin olarak
kullaniimaktadir (14,15). Bu ¢alismada, T. gondii
hizh tanisi icin RE spesifik floresans 1sima
prensibi ile galisan LAMP testinin gelistiriimesi ve
analitik hassasiyetinin belirlenmesi
amaclanmistir.

GEREG ve YONTEM

Toxoplasma gondii LAMP primer setinin
tasarlanmasi

T. gondi'ye 6zgu RE
AF146527) hedefleyen primer setleri
PrimerExplorer V5 yazilimi
(http://primerexplorer.jp/lampv5e/index.html)
kullanilarak tasarlanmistir (Tablo-1). Tasarlanan
primerlerin tekrar bdlgesine spesifik oldugu, Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) BLAST programi
kullanilarak (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
kontrol edilmistir.

(GenBank numarasi:

Toxoplasma gondii RE’nin pCR 2.1. vektoriine
klonlanmasi

T. gondii RE geni igerisindeki 210 bg¢'lik kismi
iceren plazmit  kontroller, daha  Onceki
c¢alismamizda hicre kiltirinde Uretilen
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takizoitlerden elde edilen T. gondii pozitif DNA
ornekleriyle olusturulmustur (16).

Oncelikle RE bdlgesi tasarlanan dis primerler
olan F3 ve B3 primerleri kullanilarak PZR ile izole
edilmistir. Kisaca; PZR reaksiyonunda 10 ng
genomik DNA ve her biri 0,5 uM primerler, 1.25 U
TagDNA polimeraz (Thermo, ABD), 0,2 mM
dNTP ve 1xTagDNA polimeraz reaksiyon
tamponu kullanilarak tarif edilen PCR protokoli
ile izole edilmistir. 95°C’de 10 dk baslangic
denatlrasyonu sonrasi, 30 sn 95°C, 30 sn 56°C
ve 30 sn 72°Clik 40 déngu ve son uzama
basamagdi 72°C'de 10 dk uygulanmistir.
Reaksiyon sonucunda PZR drind PZR
saflastirma kiti (Qiagen, Almanya) ile Uretici firma
protokoliine gore saflastiriimistir.

Saflastinimis PZR Grint pCR 2.1.- TOPO
(Invitrogen, ABD) vektoriine Uretici firmanin
protokolline uygun olarak klonlanmistir. Klonlama
islemi kisaca; 1 pyl PZR GrGnd, 1 pl vektor, 1 ul
tuz solisyonu ve 3 ul molekiler 6zellikte distile
su karistirlarak 20 dakika oda sicakliginda
inkilbe edilmistir. Daha sonra karisima 50 ul
TOP10 E. coli kompetent hucreleri (Invitrogen,
ABD) eklenmistir ve buzda 20 dakika inklbe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi karisima 30 sn
42°C’de 1s1 soku uygulanmis ve hizlica 250 ul
SOC (super optimal katobolizer) besiyeri eklenip
225 rpm’de 37°C’de 1 saat inkibe edilmistir.
Daha sonra hucreler, 50 ug/ml kanamasin iceren
LB-Agar plaklara ekilmigtir ve 37°C’de 24 saat
inkibe edilmistir. Bir gun sonunda plaklarda
olusan kolonilerden tek koloni segilerek
kanamisin iceren 3 ml LB besiyerine ekilmis ve
225 rpm’de 37°C’de 1 gln inkibe edilmigtir. Elde
edilen kolonilerden plazmit saflastirmasi kit
protokoliine uygun olarak (Qiagen, Almanya)
gerceklestiriimistir. Saflagtirma sonrasi klonlama
PZR ve sekanslama ile dogrulanmigtir (17,18).
Dogrulanmis plazmitlerin analitik hassasiyetinin
belirlenmesi amaciyla her reaksiyonda 10°-10°-
10*-10%10%10-1-10" plazmit kopya olacak
sekilde distile su ile seyreltiimistir. Testte negatif
kontrol olarak distile su kullanildi (17, 18).

Toxoplasma gondii RE’nin analitik hassasiyeti

Sulandirilan plazmitler ile New England Biolabs
(NEB, ABD) WarmsStart LAMP Kit (DNA&RNA)
kullanilarak LAMP reaksiyonu gergeklestirilmistir.
Kisaca; 2,5 pl primer karisimi (FIP ve BIP 1,6
uM; F3 ve B3 0,2 uM; LF ve LB 0,4 uM), 12,5 pl
WarmStart LAMP 2X Master Mix, 0,5 ul floresan
boya, 1 yl DNA ve 8,5 upl molekiler o6zellikte
distile su olacak sekilde reaksiyon hazirlanmigtir.
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Reaksiyon 60°C’de 60 dakika inkibe edilmistir.
60 dakika sonunda UV altinda izlenmis ve %1
agaroz jelde goruntilenmistir.

BULGULAR
Primer Tasarlanmasi ve BLAST sonuglan

PrimerExplorer V5  programi  kullanilarak
tasarlanan T. gondii‘'ye RE bodlgesine 06zgi
primerler Tablo-1'de g0sterilmistir. Primerlerin
amplifiye ettigi tekrar bolgesi kismi NCBI BLAST
programi ile taranmistir. Tarama sonucunda T.
gondii ile %100 benzedidi ve diger kedi paraziti
olan Hammondia hammondi ile %87 oraninda
benzedigi ortaya konmustur. Bunun disinda
baska bir parazitle benzerlik saptanmamistir.

Tablo-1. LAMP testi icin tasarlanan primerler.

PRIMER SEKANS (5'- 3')

F3 AAGGCGAGGGTGAGGATG

B3 CCAAGCCTCCGACTCTGT

FIP CAGGAAAAGCAGCCAAGCCG-
GTTGGGAAGCGACGAGAG

BIP AGAGACACCGGAATGCGATCCA-
GCCCTCTTCTCCACTCTTCA

LF AAACATCTTCTCCCTCTCCGA

LB CGCTTTCCTCGTGGTGATG

—— 210 bg

Sekil-1. Hazirlanan plazmitin PZR ile dogrulanmasi, L:
Ladder, Sira 1: 210 b¢ PZR UrlnU

Ege Tip Dergisi / Ege Journal of Medicine
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B)

L 106 10° 10 10° 102 10' 10° 10! N

Sekil-2. A) LAMP reaksiyonun UV altinda floresan
parlama gorintisu  (Seri seyreltme ile
reaksiyona eklenen plazmit miktar tuplerin
Uzerine yazilmistir, N: Negatif kontrol), B)
Reaksiyonun %1 agaroz jelde gorlntilenmesi
(L: Ladder, Sutunlar Gzerine seri sulandirma
ile  reaksiyona eklenen plazmit miktar
sutlinlara yazilmistir, N: Negatif kontrol)

Toxoplasma gondii RE igeren pozitif kontrol

plazmiti
Elde edilen pCR 2.1-RE plazmitinin
dogrulanmasi, PZR ve sekanslama ile

gerceklestiriimistir. RE iceren plazmitlerin kalp
DNA olarak kullanildigi PZR sonucunda elde
edilen 210 bg¢ blylklugindeki Grin Sekil-1’de
gOsterilmigtir.

Analitik hassasiyet

Geligtirilen testin analitik hassasiyetinin
saptamasinda, pCR 2.1-RE pozitif kontrol
plazmitleri her reaksiyon igin 10°-10°-10*-10%-10%
10-1 kopya plazmit olacak sekilde seyreltildi ve
ardindan yapilan LAMP testi sonucunda testin
analitik hassasiyetinin <10 plazmit/reaksiyon
oldugu tespit edilmistir. Sonuglar hem floresans
isimasi ile (Sekil-2A) hem de %1 agaroz jelde
(Sekil-2B) gosterilmigtir.
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TARTISMA

Toksoplazmozis basta hamile insanlarda olmak
Uzere ¢ok cesitli klinik bulgulara sahip paraziter
bir hastaliktir. Hastaligin teshisinde su an en gok
ELISA tabanli serolojik ve PZR tabanli molekiler
testler kullaniimaktadir. Ulkemizde molekdler tani
daha ¢ok Ust seviye saglik kurumlarinda
yapilabilmektedir. Bu nedenle hastaligin hizl,
dogru, ucuz ve saha kosullarina uygun bir tani
yontemi geligtiriimesi  Ulkemiz igcin oldukga
onemlidir.

LAMP testi olagan ustu avantajlara sahip olup
diger geleneksel tespit ydntemlerine gore
O0zgullugu son derece yuksektir. Teste 4 primer
hedefin 6 farkli bolgesi icin 0zel olarak
tasarlanmaktadir. Teorik olarak primerlerden biri
tam  olarak  eslesmediginde  reaksiyonun
gerceklesmedigi icin oldukga hassas bir testtir.
Ayrica LAMP testleri geleneksel PZR testlerinden
10-100 kat daha hassas oldugu tespit edilmistir.
Testin tek bir 1s1 derece gergeklesmesi nedeniyle
termal déngu cihazina ihtiya¢c duymamasi, testin
yorumlanmasi icin jel elektroforez veya spesifik
proplara ihtiyag duymamasi nedeniyle oldukca
maliyet etkin bir test oldugu ortaya konulmustur
(29).

Bu calismada, T. gondii RE'ye 6zgi LAMP
primerleri tasarlanarak hizli bir LAMP testi
gelistiriimesi amacglanmistir. T. gondii genomunda
200-300 kere tekrar etmesi ve klinik érneklerde
daha dnce calisilmis olmasi nedeniyle bu gen
bdlgesi secilmigstir (20).

T. gondii LAMP c¢alismalari ilk olarak su
orneklerinde vyapilmigtir. Calismada B1 ve
TgOWP gen bolgesine spesifik primerler
tasarlanmis LAMP uygulanarak immun floresan
antikor testi (IFA) ve PZR ile karsilastiriimigstir.
Geligtirilen testin  hassasiyetinin 0,5 takizoit
oldugu ortaya konmustur. Ayrica LAMP testinin
hem PZR'den hem de IFA'dan daha hassas
oldugu belirlenmistir (21).

Daha o6nce yapilan calismalarda T. gondii RE
hassasiyeti PCR ile 10 pg, LAMP ile 1 pg olarak
tespit edilmigtir. Calismada 1 pg’nin 1 takizoit
oldugu  Dbelirtiimis  ve  geligtirilen  testin
hassasiyetinin 1 takizoit oldugu ve PZR’ye gore
10 kat hassas oldugu tespit edilmistir (13,20).
Yapilan diger bir calismada T. gondii B1 gen
bolgesine 6zgl 6 farkl primer setleri tasarlanmig
testin hassasiyetinin 2-3 takizoit oldugu ortaya
konmustur (22). Nested PZR ile karsilastiriimasi
yapilan diger bir calismada T. gondii RE ve B1
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genlerine 6zgl primerler kullanilarak LAMP
gerceklestiriimistir. Calismanin sonucunda LAMP
testlerinin, nested PZR’ye gbre RE bdlgesinde
1000 kat, B1 gen boélgesinde ise 100 kat daha
hassas oldugu tespit edilmistir (23).

Calismamizda gelistirdigimiz testin hassasiyeti 10
kopya plazmit/reaksiyon olarak bulunmustur. T.
gondii RE geni 1 takizoit icinde en az 200 kere
tekrar etmektedir. Bu nedenle bizim testimizin
saptama limitinin 0,05  takizoit  oldugu
hesaplanmaktadir.

T. gondii RE, T. gondii'yi diger parazitlerden
(Echinococcus granulosis, Giardia duodenalis, P.
falciparum, Sarcocystis spp. Trichinella spiralis,
Trichomonas vaginalis and N. caninum) ayirdigi
daha o6nceki calismalarda dogrulanmistir (15).
Ayrica, LAMP testi, ilk asamalarda dort primer
(F3, B3, FIP ve BIP) ve sonraki asamalarda iki
primer (FIP ve BIP) olmak Uzere toplam 6 primer
ile ¢calistigi icin daha yiuksek hassasiyete sahiptir
(20, 24).

LAMP'In ek bir avantaji; DNA amplifikasyonunun,
reaksiyon  karisiminin  bulanikliginin ~ veya
floresansinin gorsel olarak incelenmesiyle veya
LAMP reaksiyonun gergcek zamanl tirbidimetre
ile kolayca tespit edilebilmesidir (11-13, 20).
Ayrica  pozitif LAMP  reaksiyonunda pH
degisiminin fenol red, noétral red ya da ksilenol
orange gibi indikatér boyalarin renk degisimleri ile

Kaynaklar

de saptanabilmektedir (25). Gorsel olarak
hastaliklarin molekuler teshisinin yapilmasi tahlil
suresini azaltmakta, jel elektroforeze olan ihtiyaci
ortadan kaldirmaktadir. Bu fenomenler LAMP
drtnlerinin kolay ve hizli bir sekilde goérsel olarak
tanimlanmasina izin vermekte ve LAMP’In hem
saha kosullarinda hem de kaynak azligi bulunan
fakir Ulkelerde hizli bir tani araci olarak
uygulanmasini kolaylastirmaktadir (12, 13, 20).

SONUG

LAMP testi, T. gondii enfeksiyonunu teghis
etmekte kullanilabilecek basit, ucuz, ylksek
hassasiyete sahip umut verici bir tekniktir. LAMP

testi  ve sonuglarin  hizli bir  sekilde
degerlendiriimesi  igcin  minimum  ekipman
gerekmesi, teknik, mevcut testlere alternatif

olarak Turkiye gibi toksoplazmozisin endemik
oldugu Ulkelerde buylk potansiyele sahiptir. Bu
nedenle, LAMP testi klinik érneklerde calisilarak
mevcut rutin  kitlere alternatif kit gelisimi
arastiriimalidir.
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